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摘!要!目的!分析干燥综合征患者的细胞因子途径"GIZ 0WAIA信号途径及神经激活受体配体途径相关基因的表达情况并

分析意义# 方法!取 # 例干燥综合征患者及 # 例健康对照者的外周血单个核细胞!提取总/34反转录至 B234后!分别用 9RT

及9R# 荧光标记干燥综合征组及对照组的 B234样品!与寡核苷酸基因芯片杂交# 采用图像分析软件提取芯片图像数据!以

9RT"9R# 的比值)W4U软件*寻找差异表达基因!并进一步用分子功能注释软件)U4W系统*进行处理# 结果!干燥综合征患者

细胞因子途径"GIZ 0WAIA信号途径及神经激活受体配体作用途径相关基因的差异表达有统计学意义)&e'J'T*# 以上途径中基

因M_1"SFU4表达下调!基因 V̂0(/4"V̂0&' 表达上调# 结论!干燥综合征的发病可能是多基因调控异常所致!细胞因子途

径"GIZ 0WAIA信号途径及神经激活受体配体途径的差异表达基因可能为研究该病的发病机制及新的治疗靶向提供了重要依据#
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!!干燥综合征)WguQ678i??R8>6;<7! WW* 是一病因

不明的慢性炎症性疾病-&.

!临床上以口干"眼干为主

要临床表现!其病理特征为泪腺"唾液腺中单个核细

胞浸润聚集灶!从而导致外分泌腺结构破坏"功能失

常# 有研究发现外分泌腺中的 NC& 细胞主要分泌细

胞因子 V̂0("V̂0&'"V_30

'

-(.

+还有人认为 WW 发

病与.5a"-Va"-̂ Na0&"-9a等病毒感染有关# 但

这些学说都不能完全解释 WW的发病机制#

本研究采用基因芯片法检测干燥综合征患者的

差异表达基因!从基因途径角度重新认识干燥综合征

的发病机制!寻找新的治疗靶点#

资料与方法

&J研究对象的选择和细胞/34的提取(选择 # 例初发未

正规治疗的女性原发性干燥综合征患者!诊断标准遵从 (''(

年 WW国际分类诊断标准# # 例 WW 患者!汉族!年龄 #) *1)

岁# 均行唇腺活检!病理提示淋巴细胞浸润灶为 & *1 个"1 平

方毫米)每个淋巴细胞灶的淋巴细胞数目超过 T' 个*# 同时

选择 # 例同年龄组的女性健康对照者!血清434".34"/_均

为阴性# 将 WW患者与对照者一一对应分为 # 组# _@B;LL密度

梯度离心法提取外周血单个核细胞!N6@Y;L)V8K@A6;Q78! SI@ACP

76?=E6Q! U2! cW4*一步法提取细胞中的总/34#

(J人全基因组表达谱芯片)寡核苷酸芯片*(人全基因组

表达谱芯片由北京博奥生物公司提供!芯片包含 (&T(( 条寡

核苷酸探针!每条探针代表了人的一个基因转录本!这些探针

点制在一张 %T<<s(T<<"经过化学修饰的氨基基片上# 芯

片上还包括人的 1 个看家基因作为阳性对照"阴性对照和外

标探针# 人类全基因组芯片来自生物芯片北京国家研究中

心#

#J寡核苷酸基因芯片分析(以总 /34为起始材料!含有

N% 启动子序列的 N% bL@Q;)>N*M6@<76为引物!使用 9=BWB6@OA

酶)9IOA@IL5@;公司*合成第 & 链B234# 用/3I?7-将杂合链

中的/34切成短片段!234聚合酶合成第 ( 链 B234# 然后

采用双链234为模板!利用 N% /34聚合酶进行体外转录合

成B/34# 取 (

.

QB/34!用 9=BWB6@OA

,

酶!随机引物进行反

转录!反转录产物以用 [̂.3bH酶进行标记!掺入 9RT 0

>9NM"9R# 0>9NM荧光素)S.-7ILACBI67*分别标记 # 组 OWW

患者和对照者标本的产物!标记产物用 M9/3EBL7;WO@8 .]P

A6IBA

,

[@A)U3*纯化!纯化后抽干# 标记的 234溶于 +'

.

L

杂交液中)# sWW9! 'J(,W2W! T s278CI6Ai?! (T,甲酰胺*!

于 1(r杂交过夜# 杂交芯片清洗后!用 Ê]WBI8 &'[04双通

道激光扫描仪)9IO@AIL5@;公司*进行扫描#

1J芯片图像的采集与数据分析(采用 Ê]WBI8 #J' 图像分

析软件)9IO@AIL5@;公司*对芯片图像进行分析!把图像信号转

化为数字信号+差异表达基因筛选(单张芯片以 &JT 倍筛选差

异表达基因# OWW患者和对照者一一对应分为了 # 组!每个基

因有 # 个重复比率)6IA@;*值!可用芯片分析软件 W4U)?@QI8@:P

@BI8B7I8ILR?@?;:<@B6;I66IR?*软件进行分析#

TJ统计学处理(本研究不适合常用的 "检验等统计学方

法!因此!将 OWW患者 # 例与健康对照者 # 例!一一对应分为 #

组# 我们把 # 组 W4U软件分析得到的差异表达基因在 U4W

系统 )CAAO(""XXXJBIO@AIL=@;JB;<*中进行了途径)OIACXIR*和

统计归类)Q787;8A;L;QR!Sb*的统计学分析# &值为错误否定

无效假设6

'

(&

'

d&

&

的概率值!反映此途径在实验结果中的

重要性# 设定&e'J'& 提示具有统计学差异!,值提示假阳

性的概率# &值是通过以下超几何分布的概率公式来计算

的(&_& X

'

4X&

-_'

)

(

-

*)

YX(

% X-

*

)

Y

%

*

# 其中Y为芯片中具有途径

信息的基因数目!%为Y中差异表达的基因数目!(为芯片中

具有某特定途径的基因的数目!4为特定途径中差异表达基

因的数目!&

'

d4](! &

&

d%]Y#

结!!果

&J干燥综合征患者的基因途径和差异表达基因

分析(本次研究旨在从途径视角分析 WW 患者不同途

径的基因表达情况# 从这次研究结果看!多个途径的

基因差异表达在干燥综合征组与正常对照组之间有

统计学意义!其中包括细胞因子途径相关基因"GIZ 0

WAIA信号途径相关基因以及神经激活受体配体途径

相关基因途径)表 &*# 以上途径中基因 M_1"SFU4

表达下调!基因 V̂0(/4"V̂0&' 表达上调#

表 !"干燥综合征患者的基因途径和差异表达基因分析

基因途径 & , 基因 比率 & 比率 ( 比率 # 实验值% 意义

细胞因子及其受体途径 M_1 'J#$ 'JTT 'J)$ 0'J++ 下调

e'J'& e'J'& V̂0(/4 'J$+ 'J$1 &J(& 'J'% 上调

V̂0&' 'J++ &J)) 'J%% 'J&1 上调

GIZ 0WAIA信号途径 e'J'& e'J'& V̂0(/4 'J$+ 'J$1 &J(& 'J'% 上调

V̂0&' 'J++ &J)) 'J%% 'J&1 上调

神经激活配体受体途径 e'J'& e'J'& SFU4 &J') 'J1) 'J1) 0'J%( 下调

!!

%

实验值为 # 组 WW患者与对照者比率)6IA@;*值代入U4W软件系统得出的值

!!(J干燥综合征的差异表达基因的统计归类)Sb*

分析(将 # 组干燥综合征患者组及正常对照者组的所

有差异表达基因输入U4W系统Q787;8A;L;QR)Sb*数

据库!得到差异基因的 Sb统计学分析结果!即统计

,%T,
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学归类图!干燥综合征患者的差异表达基因功能上涉

及细胞构成"分子功能"生理过程领域的基因#

讨!!论

V̂0(/4!又叫 92(T!是原炎症细胞因子 V̂ 0(

的受体!可溶性的 V̂ 0(/4分子在自身免疫病患者

血清中轻微升高!认为可溶性 V̂ 0(/4可以作为免

疫激活的生物学标志-#.

# 本研究发现 WW患者外周血

V̂0(/4基因表达轻微上调!这与文献相符# 这可能

因为 V̂0(/4在功能上抑制 V̂0( 的相关信号传导!

从而改善 WW 免疫炎症反应# 可见可溶性 V̂ 0(/4

有助于维持自身免疫耐受的稳定!阻止自身免疫反应

过程# V̂0&' 抑制 NC&"NC( 细胞分泌的细胞因子!

并刺激5细胞分化!目前认为 V̂0&' 在免疫反应中

起双重作用!一方面使机体免疫活性下调!一方面使

5淋巴细胞反应下降#

/J576A;67LL;证实干燥综合征患者唾液中 V̂0&'

水平升高# 动物模型中!V̂0&' 发挥了抗炎活性!拮

抗共刺激分子表达及原炎症细胞因子释放!抑制抗原

递呈细胞的成熟# 同时!文献证实 WW 患者外周血分

泌 V̂0&' 水平升高!V̂0&' 促使 5细胞被激活并分

泌自身抗体-1!T.

# WW患者唾液腺组织表达 V̂0&' 水

平也是升高的-)!%.

# 本研究提示 V̂0&' 的基因水平

表达上调!与文献相符!提示 V̂0&' 在干燥综合征的

发病中有重要意义# 文献证实 WW患者外周血N细胞

表达 V̂0&'"V̂ 0(/4均升高-+.

!与本研究结果一

致!提示GIZ 0WAIA信号途径的这两个基因在 WW 发病

机制中起重要作用#

M_1 基因定位在 1 号染色体长臂# M_1 即血小

板因子 1 参与多种生物过程!如免疫反应"白细胞的

趋化"血小板的激活"巨核细胞分化的负向调节及参

与造血组织发育"中和肝素抗凝作用等# 结合本次研

究的 WW患者外周血白细胞和血小板均有不同程度的

降低!这也是 WW常见的临床表现!同时检测结果显示

WW患者外周血单个核细胞的 M_1 基因表达下降!很

可能导致M_1 保护 WW患者的造血干细胞功能变弱使

其外周血有形成分降低#

SFU4分子即颗粒酶 4!是一种细胞溶解酶!可

使靶细胞的核酸降解!学者们发现 WW 患者唾液腺活

检SFU4水平升高-$.

!而本研究提示 WW 患者基因

SFU4表达是下降的!很可能表达 SFU4的 921

j

N

细胞被趋化到唾液腺中!从而外周血 SFU4表达水

平降低了# 临床上常用的药物环孢素 4就是通过抑

制SFU4起效的# 研究发现通过给 WW 动物模型

3b2小鼠喂[0&#&+()一种抑制血管细胞黏附分子

a94U0& 药物*!发现SFU4表达受到抑制-&'.

#

综上所述!细胞因子途径相关基因 M_1"GIZ 0

WAIA信号途径相关基因 V̂0(/4"V̂0&' 以及神经激

活受体配体途径相关基因SFU4表达的异常在 WW发

病中起一定作用!可见 WW 的发病可能由多基因异常

表达共同导致的!推测影响这些基因表达的药物可能

成为 WW新的靶向治疗药物#
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